Studies on mechanism of reproductive isolation in the marine rotifer Brachiomus by 小谷 知也
　　　海産ツボワムシ類の生殖隔離機構に関する研究































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































9「oups 6 74302．1 12383．7 ！35 ＜0。00！
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9「oups 6 25939．4 4323．2 4．9 ＜0．001
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9「oups 7 30921．9 4417．4 10．0 ＜0．001
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Female Temperature ％mating　attempts ％copulation
（。C） Male Russia Tokyo Gemla簸y Russia Tokyo Germany
Russia 15
20
25
28．3
46。4
275
2．5
0．8
0．8
4．2
0．0
0．0
3。3
10．0
10．8
o．0
0．0
0．0
0．0
0。O
o．o
X2　value
pvalue
　　8．2
0．017
　　1．6
0．444
　10．1
0。006
　　4．3
0．l！7
璽
Tokyo ！5
20
25
60．0
31。7
46。0
44．8
49．1
38．3
50．8
15．0
21．7
67
0．0
0．8
6．8
7．1
25
1．7
0。0
2．5
X2　value
pvalue
　　　19．4
＜0．001
　　3．2
0。！97
　　　42．2
＜0．001
　12．9
0．002
　　25
028！
　　2．8
0．242
Germany 15
20
25
24．2
23．3
32．0
1。7
0．0
！．7
0．0
5．0
0。8
4．2
0．0
1．7
0。8
0．0
0。8
0．0
1．7
0．0
X2　V凌lue
pvalue
　　2．1
0、345
　　2．0
0．364
　　9．0
0．0！1
　　5．5
0．063
　　1．0
0。605
　　4。0
0．134
1（異なる温度で培養した雌に対する雄の交尾行動）で、温度の問で差があった
のはロシア株で雄（20℃）は20℃で培養された雌に対して最も高い頻度で交尾
を起こした（46．4％，p＜0．01）。一方、東京株とドイツ株では3つの温度の間で
交尾頻度に差がなかった。実験2（異なる温度で培養した雄が起こす交尾）では
温度間で差があったのは東京株で、15℃で培養された雄が最も低い頻度で交尾
を起こした（26。7％，p＜0．01）。ロシア株とドイツ株では温度の間で交尾頻度に
差はなかった。また、どの組み合わせでもコピュレーション頻度に温度間で差
はなかった。
　実験3（異なる温度下でのワムシ株間の交尾行動，Table　11）で、9つの組み
合わせのうち、温度によって交尾頻度に差があったのはロシア（♂）×ロシア
（♀）、ロシア（♂）×東京（♀）、ドイツ（♂）×ロシア（♀）、ドイツ（♂）×
東京（♀）、ドイツ（♂）×ドイツ（♀）の5つの組み合わせであった。ロシア
株とドイツ株では、9つの組み合わせの中で温度による雄の一定の傾向を見いだ
すことは出来なかった。例えると、ロシア株の雌に対しロシア株の雄は15℃で
最も低い交尾頻度を示したが、東京株の雌に対しては同じ15℃で最も高い頻度
を示した。一方、東京株雄の各株雌に対する交尾は、どの温度でも差がなかっ
た。
VI－2．温度が性フェロモンの量に与える影響
方法
　第V－3章の方法に基づき、抗体の反応した量から性フェロモンの分泌量ある
いは分子構造の変化の度合いを推定した。材料は前項と同じく、3段階の温度（15，
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20，25℃）でムρ砒α疏3ロシア株、東京株、ドイツ株を1週間以上培養したも
のを使った。抗体は以卿。α跳ロシア株性フェロモンの抗体を使った。抗体を
第V－3章で行った方法でビオチン化し、その抗体に各ワムシ培養槽から集めた
単性生殖卵より艀化した20匹の新生の雌ワムシを曝して、主として繊毛冠部に
分布する性フェロモンと抗原抗体反応を起こさせた。その後、このワムシを蛍
光ビーズで標識したアビジンを含んだHMNK緩衝液に入れて、抗体に結合して
いるビオチンにアビジンをさらに結合させた。ワムシをスライドガラス上に移
し、B励起フィルター（約490　nm）を用いて蛍光顕微鏡下で観察し、この顕微
鏡像をテレビカメラでコンピューターに取り込み、NIH　Imageで蛍光量を測定し
た。繊毛冠部の蛍光量から背景の微量な蛍光量を差し引いたものを求め、抗原
抗体反応の指標とした。各氏で、3つの温度の間で測定値を比較するために一元
配置分散分析とFisher’s　LSD検定を行った。
結果
　Fig．13に各株の15、20、25℃での蛍光量の平均値とその標準偏差を表した。
Table　13には各株の3温度での蛍光量による一元配置分散分析の結果を示した。
　ロシア株と東京株では蛍光量に温度によって有意な差はなかった（Table　13）。
一方、ドイツ株は温度によって蛍光量に有意な差があり、！5℃で最も多い蛍光
量を示した（29。4±13．7，P＜0．01，　Fig。13）。
考察
　ワムシの生活史で単性生殖と両性生殖は内的、あるいは内的要因の影響を受
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Fig．！3．Anti－MRP　bindiag　to　females　of　three　strains　at　three　temperatures．　White，　stipple　and　black
columns　represe血t　coro簸al　fluorescenc6　at　15，20，250C，　respectively．　Variation　is　represented　deviation
（n＝・20for　f1μorescence　at　corona）．
Table　13．　One－way　ANOVA　of　the　coronal　billding　of　anti－mate　recognition
pheromone　ofBγαclzご。ημ5∫フZご。αf読5　Russiarl　strain　ill　different　temperatures．
Strain Source
Degree　of
Freedom
Sum　of
squa「es
Mean
squa「e F－ratio pvalue
Russia Betweerl
temperatures
Within
temperatures
　2
56
　　496，7
27028．6
248。3
482，7
0．5 0．601
Tokyo Between
ternperatures
Within
terrlperatures
　2
57
377．5
5510．6
188．7
96．7
2．0 0，151
Germany Between
temperatures
within
temperatures
　2
57
195！．3
8885．5
975．7
155．疹
6．3 0．003
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けやすい（Pourriot＆Snell，1983；Lubzclls，1983；Hagiwara，1994）。受精卵は両性
生殖の最終産物であるが、そこに行き着くまでに、単性生殖雌による両性生殖
雌の産出、未受精の両性生殖雌による雄の産出、交尾、受精、受精した両性生
殖雌の受精卵の産出、といった過程を経なければならない。Hagiwaraε‘鳳（1988）
はワムシ培養の水温や塩分が受精卵に大きな影響を与えることを明らかにして
いる。彼らは交尾頻度の指標として雄の遊泳速度について調べた。本章では、
サークリングやコピュレーションの頻度は温度の影響を受けるということが分
かったが、雄の雌に対する認識が温度から受ける影響は弱く、また、株によっ
て一様ではなかった。ロシア株やドイ．ツ株の雄が行った雌に対する認識は温度
によって異なることがあったが、東京株の雄にはそのような傾向はなかった
（Table　12）。理論的には、温度によって、性フェロモンは分布密度同様にその
構造にも影響を受け得る。同様のことが雄の性フェロモンリセプ倭心について
も言える。また、ロシア株雄の雌認識は温度による影響は、雄の培養温度より
も雌の培養温度に原因があるものと思われる（Table　11）。一方で、交尾頻度の
温度による傾向と、性フェロモン抗体反応の温度別の傾向が一致しなかったた
めに、温度の影響を受けて性フェロモンの分布密度や分子構造変化し、そのこ
とにより交尾頻度が異なるといったことが確認できなかった。
　ワムシ株間の交尾頻度の違いは性フェロモンとその抗体の反応度の違いによ
って説明できう（本研究第V－3章；Rico－Martfnez＆Snell，1997）・しかし・本章
で観察した温度による交尾頻度の違いは性フェロモンの量や構造が変化したた
めであるということは説明できなかった。また、ドイツ株の面内の交尾頻度は
温度を変えてもロシア株や東京株のそれのように高くなることはなく、その原
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因についても明らかにすることは出来なかった。今回は、環境要因として温度
を取り上げたが、Hagiwaraε如乙（1989）は1λro∠朋4加プ〃z∫3のハワイ株は塩分4PPt
で両性生殖誘導が活発であるのに、受精率が非常に低いことを報告している。
したがって、環境要因に関しては、さらに別の要因について検討を行う必要が
あると考える・また・G6mez＆＄erra（1996）は雌の日令が経るにしたがって・そ
の雌に対する雄の交尾頻度が減少することを報告している。したがって、環境
要因のような外的要因だけでなく、艀化後日時のような内的要因に関しても検
討の対象として挙げることが出来る。
　今回の研究では温度によって雌雄間の交尾頻度或いは性フェロモン性状が変
化することが分かった。交尾頻度と性フェロモン性状の間の因果関係について
は明らかに出来なかったが、温度が影響を与えるということにより、第IV章（交
尾行動観察）や第V章（性フェロモン性状に関する実験）のような実験におい
ては、温度等の条件設定を厳密に行わなければならないということが示唆され
た。今回は、第III章の結果に基づいて、第IV章や第V章での培養温度を決定
したが、違う温度で培養した場合は今回とは異なる結果が出た可能性がある。
また、他の塩分や光条件についても、その可能性については否定できない。し
たがって、予め増殖特性などを調べた後、培養条件を設定し、実験を行った方
が正確な結果が得られるものと考える。
　また、ドイツ株のような交尾頻度の低調の原因に関しては、性フェロモンの
分子構造の特徴に対しても、その検討の余地はあると思われるが、それに関し
ては総合考察で検討を行いたい。
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冊，総合考察
ワムシ分類に関する考察
1）ワムシのr種」について
　海産ツボワムシ類の分類は、形態や増殖特性、遺伝的変異、生殖隔離状況のマ
研究結果を通じて検討され、従来一種として扱われてきたR！耽α畝5が、大型
のRρZ∠cα磁5と小型の泓ro伽4のr〃～15に分類されるに至っている（Segers，1995）。
種の同定・分類は、形態的な相違点だけで行われることが多い。しかし、対象
とする個体あるいは個体群の、特定の形態が、遺伝的に規定されるものかどう
かを見極めるのは必ずしも容易ではない（佐々治，！989）。ワムシについては、
被甲の長さと幅及び後頭棘の形状を形態的分類形質とすることが多い。大上
（1976）が検討した後頭棘形状は、前述のム！フZご。α∫ど〃3と∬ro伽4ヴbη7爵の種の
標徴ともなる非常に特徴的なものであったが、被甲長や被甲幅は変異に富んで
おり（Serra＆Miracle，1983，！987；Sne11＆Carrillo，1984；Sudzuki，1987；Fuα磁，
199！a）、本研究で扱ったSS型ワムシのように被甲長・幅が他株とは非連続性
を示すような場合、突然変異か、或いは種内変異なのかを判断すうのは難しい。
　また、集団（個体群）問の遺伝的変異を求めるアイソザイム分析も、ワムシ
に対して用いられている（Fu　e如Z．，1991b；G6mez＆Serra，1995）が、報告によ・う
て対象とする遺伝子座（酵素）や出現したバンドの判定法が異なり、それぞれ
の研究結果を比較して総合的に論議することは難しい。根井（1990）によれば、
種問の遺：伝的距離は。．22から1，6、亜種問は。．05以上、地域別個体群（品種）
間では0．00から0．05の値を示すことが多い。本研究で得た且p1‘cα磁5と∬
ro伽助br〃おの間の遺伝的距離は。．3であるが（Fig．5）、種内でみた場合、1λ
71
ノフ1∫c磁傭の中の2つの大きな系統二二では0．27、Eプ。伽4加r“～ど5では0。28で種問
レベルの遺伝的距離に近い。また亜種レベルの遺伝的距離もいくつかの系統群
問でみられる。したがって、種判別を行うためには、アイソザイム分析だけで
は不十分である。
　Mayr（1942）は「種は互いに交配しうる自然集団の群で、他のそのような群が
ら生殖的に隔離されている。」という生物学的種概念を提唱している。この考
え方は、その後多くの研究者によって支持されており、個体群間の生殖隔離の
有無は、客観的にが種の異同の判別を行う上で、有力な手掛かりとなり得る。
個体群間の生殖隔離は交配前（pre－mating　barrier）と交配後（post－mating　barricr）
に分けられ、具体的には、個体群間で交尾行動を起こすことができるかどうか
（行動的隔離、ethological　barrier）、交尾行動を起こしても、受精卵ができるか
どうか（配偶子的隔離、gametic　barrier）、さらにその受精卵に艀化能力がある
かどうか（post－zygotic　isolatio11）等の現象を含む。しかし、同一個体群問で交尾
行動の進行度が一定しない場合もあり（例えば、A種の雄がB種の雌に交尾を
行うとき交尾を完了しないが、B種の雄がA種のi雌に交尾を行うときは交尾完
了し受精卵が産まれる）、交尾行動の観察やそれに伴う結果（受精卵の形成等）
から種間の生殖隔離を判断する場合には綿密な実験観察が必要である（Snell，
1989）。本研究の結果、EρZご。α‘∫1ご5と」aro伽ψル〃π∫3との問では、一連の交尾
行動（コンタクト→サークリングらコピュレーション）が行われる過程で生殖
隔離が生じることが分かった。一方、株間の交尾行動を詳細に観察すると、形
態及びアイソザイム分析からは同種と判断されているにも関わらずコピュレー
ションを起こさない例や、逆に別種と判断された株間でもコピュレーションを
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起こす例　（Rico－Martfnez＆Snell，1995b）が少数ではあるが存在する。本研究か
らも、£ρ漉α戯5の雄が、いくつかのム卿。α磁5株の雌に対して全く交尾を完
了しないケースがみつかった（Table　6．1）。また、　Rico．Martfnez＆Snell（1995b）
やG6mez＆Serra（1995）の報告では実験に用いた全ての1λp1磁媚5株間で相互’
にコピュレーションを起こしているが、その頻度は低い。本研究のドイツ株の
ように自株の雌にはコピュレーションを起こさなかったが他株の雌に対しては
起した例もあることから、観察において交尾を完了しなかったからといって単
純に、別種と判断するわけにもいかない。
　第IV章では、ムρ1∫cα媚5の雄は泓ρ此α雌5の中でも特定の株に対して特に高
い頻度でサークリングを行うのに対し、£γα雌4〃br〃おの雄は∬P砒α媚5や∬
ro伽御br〃亦のどの株の雌に対しても低率ではあるが、同じような頻度でサーク
リングを行った（Table　6－1，　II）。また、前述のように1引ノブZ∫cα磁5と皿プ。∫朋61のη1廊
の間では、コピュレーションを行わない、つまり交尾を完了させた例はない。
したがって、交尾行動観察によってある程度の種判別は可能であると思われる。
しかし、以ρ1ごCα雌5あるいは且γ0伽ψプbη11∫5の種内でも、サークリングやコピ
ュレーションを行わない例があり、種の帰属が未知のワムシ株に対する種判別
方法として交尾行動観察だけでは十分とはいえない。また、単性生殖しか行わ
ない株の場合にも、雄を実験材料に提供できないことから信頼性の高い判断が
出来ない可能性がある。以上のように形態測定、アイソザイム分析、交尾行動
観察は、種判別の方法として、いずれも一長一短があるが、これらの結果を総
合的に評価すれば、信頼性の高い種判別を実施できると考えている。
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2）SS型ワムシとスペイン株の分類
　本研究の第二章では、フィジー株、タイ株およびスペイン株の、分類学的位
置を検討するため、且p伽擁5と∬プ。伽4ヴδr1廊の再分類の決め手となった標
徴（形態、増殖、アイソザイム分析）について、繰り返し検討した。それに加
えて、第IV章ではSS型ワムシ及びスペイン株に加え、既に帰属の明らかな且
p1淫雨5及びRro伽御brη爵の株との間の生殖隔離状況を調べた。その結果、　Fu
ε∫鼠（1ggla）の調べたEア。∫膨4のη7z‘537株よりサイズが小さいフィジー株とタ
イ株や、アイソザイム分析でム卿。α磁5に特徴的に現れるバンドをもつスペイ
ン株は、これまで知られている典型的な盈ぞ。加瑚bη廊の特徴を必ずしも示し
ていないが、これら3株が他のムプα朋吻bη7爵株群と交尾を完了させたことか
らみて、これら3株と£rα雌4のη庸との問には交配前隔離は存在していない
し、また、アイソザイム分析の結果から作製したデンドログラムの構成からSS
型ワムシとスペイン株は∬ro珈吻br〃爵に属する株であると判断してよいと考
えた。一一方、スペイン株については第IV章の考察でも述べたように、　G6mez＆
Serra（1995）と本研究結果を併せた、12株の検：討結果の中で交尾を完了したの
はフィジー株と甑島山（本研究第IV章）だけであることから、スペイン株の形
態の測定や増殖特性について、さらに詳しい検討が今後必要と思う。また、“’
尾を完了させた例でも、交配後隔離が存在する可能性があるため受精卵形成を
確認する必要炉ある。
3）新しい分類手法について
　性フェロモンやその抗体を使ったアッセイの結果から、種あるいは株の問で
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性フェロモンの分子構造が異なることが分かった。このことから、さらに研究
を展開し、性フェロモン分子構造、つまりそのアミノ酸配列や糖鎖配列を解明
出来れば、ワムシ類分類の大きな手掛かりになるのではないかと考える。生殖
に関連し、そのリセプターとの種特異性があるタンパク質あるいは糖タンパク’
の分子構造を解明した研究例としてはアワビとウニの先体タンパクがある
（Vacquier　8緬乙1990，1995）。このタンパクは精子の情心に存在するもので、受
精の際、卵膜を溶かして穴をあけ、精子が卵と受精できるようにする働きがあ
る。すなわち、これには種特異性があるので、種が異なれば卵膜は溶かされる
ことはない。アワビのそれは単一タンパクで、ウニのは糖タンパクであるとい
う違いはあるが、共に抗体を作製し、同時に抽出したmRNAからcDNAを合成
してcDNAライブラリを作製し、抗体で該当するタンパク情報をもつcDNAを
単離し、そのcDNAの塩基配列を明らかにすることにより、それぞれの先守タ
ンパクのアミノ酸配列が明らかとなっている。特にアワビの馬体タンパクにつ
いては、明らかにされた先体タンパク遺伝子の塩基配列を基にプライマーを設
計し、さらにそのプライマーをプローブとして使って、複数種の先体タンパク
遺伝子をそれぞれ単離・増幅して、その後塩基配列を明らかにしている（Lccα
尻1995）。これにより、それぞれのアミノ酸配列も明らかとなり、その結果か
ら系統樹も作製されている（Leeα鳳1995）。これをモデルとしてワムシの性
フェロモンの抗体を基にcDNAを合成し、それをプローブとして複数のワムシ
株からそれらの性フェロモン遺伝子を分離することに応用できれば、ワムシ類
の分類の新たな手法となり得るだろう。
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ワムシ株の同定
　序論でも述べたように、種苗生産機関でワムシ株の由来が明らかでないとい
う状況下では、ワムシ株同定技術の開発は重要な課題である（本論文、p．4）。
本研究では、性フェロモン並びにその抗体を使ったアッセイを行い、それぞれ’
雄リセプター、雌性フェロモンに対する反応度を調べた（第v章）。ここでは、
その結果に基づいたワムシ株の同定について考察したい。
　第V章での実験の結果、ム卿。α識5の性フェロモン及びその抗体とム
ro卿z4のπ加3のそれらは、複数株の雄リセプター及び雌性フェロモンに対して、
それぞれ異なる反応の仕方を示した。性フェロモンを使ったアッセイでは、三
二。α磁5ロシア株の性フェロモンはEp薦α疏5雄のリセプターに特に反応して
結合したが、Rro伽4のη7おの性フェロモンはどの株の雄リセプターにも結合し
た（Fig，7，8）。しかし、同定方法として考えた場合、本研究のように性フェロ
モンを雄のリセプターに対して反応させる方法を、両性生殖を行わない株、例
えばRumengan　e砲乙（1993）が報告している3倍体の株や本研究での沖縄株やス
ペイン株に対して用いることは出来ない。
　一方、抗体を使った方法は雌の性フェロモンに対して反応させるため、どの
株にでも応用できる。実際にムp伽磁5ロシア株性フェロモン抗体を使った場
合、本研究ではロシア株に対して高い度合いで反応している（Fig．7）。このロ
シア株の雄の交尾頻度を見た場合、同じ株であるロシア株の雌に対して特に高
い頻度で交尾を起こしている（Table　6－1）。この交尾頻度の傾向は東京株でも見
られ、同じ現象が旧株でも報告されている（Rico－Martfnez＆Sncll，1995b；G6mez
＆Serra，1995）。このように、雄が自株の雌に対して特に高い交尾頻度を示して
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いる株については性フェロモン抗体を作製して、複数株の雌性フェロモンに抗
体を反応させても、ロシア株の場合と同じく、特に高い反応度が得られると予
想できることから、株の同定にも直接応用できそうである。しかし、ドイツ株
のように雄が窮鼠よりも他株の雌に対して特に高い頻度で交尾を起こしている
場合には、ロシア株で見られたような強い反応を得られるとは限らない。また、
Rico－Martfnez＆Snell（1997）は、本研究と同じロシア株性フェロモン抗体をハワ
イ株（Fuε如乙（1991a，b）が£r伽1zψ1br1π‘3に分類）に対して反応させた場合、
強く反応することを報告している。したがって、ロシア株性フェロモン抗体の
各株性フェロモンに対する反応とム1耽α媚3の雄に見られる交尾頻度の傾向か
ら株によっては以ρ1ご。α磁5性フェロモン抗体は株同定に応用できるが、抗体を
作製する前に、その株の交尾の特徴について検討を行うと共に、その抗体がそ
れぞれの株にどのような反応を示すのか十分に検討した上で用いるべきである
と考える。
　一方、且ro伽4ヴbプ履3甑島心性フェロモン抗体を使った場合、ムp1∫c磁爾の株
に対する反応度は低く、丑πo伽4加η廊の株でも浜名湖株に対する反応度は低く、
それ以外のβ．ro伽4ヶbr加εの株の反応度は、浜名湖株やβ．1疵。磁臨の株に対す
る反応度と比べると高いものの、株間では差がなかった（Fig．10）。李尾行動を
見ると、甑島株雄はム卿。α媚5やムプ。伽4加η1爵のどめ株に対しても同じよう
な頻度で交尾を起こしている（Table　6－II）。他の1λro伽4の1禰5の株に関して
も一部の例を除いて同様の交尾傾向があると言える（Table　6－II）。他の泓
ro伽御bη廊の株で性フェロモン抗体を作製しても、甑島株の抗体と同じような
反応性しか得られないとすれば、株同定手段としての実用性は低い。しかし、
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反応の仕方の異なる2株以上の性フェロモン抗体を用いれば、ある程度ワムシ
株の素性を絞りこむことは出来ると思う。
　以上から、性フェロモン抗体を用いてワムシ株同定を行うには、雄ワムシが
行う交尾の傾向と、種ごとに作製した抗体の反応の仕方について十分検討を行’
うことが必要である。本研究では、丑1耽磁1舐盈7伽11朔bη濡に対し、それぞ
れ1株づっ性フェロモン抗体を作製して実験を行ったが、今後さらに株の数を
増やして検討を行うことも必要であると考える。
性フェロモンと交尾行動
　ワムシの生殖では、雄が雌のもつ性フェロモンを認識して交尾を始める
（Gilbert，1963）。この性フェロモンは分子量2gkDの糖タンパク（Sne11α鳳，1988；
Snellε如乙，1995）で、雌の繊毛冠部と足の付け根の辺りに局在している（SIlellα
α乙，1993）。性フェロモンの分布する箇所は被甲に覆われず、雄が生殖器を挿入
する部分でもある（Gilbert，1963；Snell＆Hoff，1987）。この性フェロモンの糖鎖
の残基に選択的に結合する各種のレクチンを反応させて雄に交尾行動をさせて
みると、交尾頻度が下がることが分かっている（SneU＆Nacionales，1990）。SnelI
αα乙（1995）はこのレクチンを利用して、B．p配α協5ロシア株の性フェロモンを
分離し、抗体を作製することに成功した。また、泓1フ1蜘磁5のロシア株の性フェ
ロモン抗体を、雌性フェロモンと反応させてから雄に交尾をさせると、この場
合にも交尾の頻度を下げたことから（Snellεf砿，1995；Rico－Martfnez＆Snell，
／997）、性フェロモンの糖の部分とタンパク質の部分が別々に性フェロモンと
しての役割を果たしているのではなく、性フェロモンである糖タンパク質分子
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そのものが性フェロモンとしての役割を果たしている可能性が高い。本研究で
は、前述のSnell　e碩乙が用いたものと同じ抗体を使って実験を行っているが、
ロシア株の反応は他株の反応と比べると有意に強かった（Fig．9、　Fig．11、　p＜o．0／）。
また、第IV章でもロシア株の株内の交尾行動頻度が他株に対するロシア株雄の’
交尾行動頻度と比べて有意に高かったことから（Tablc　6－1）、ロシア株の雌のも
つ性フェロモンは今回用いた他株の雌のもつ性フェロモンのタンパク質部分の
分子構造と異なっていることが推測される。一方、他の株セも株間で蛍光量が
異なっており（Fig．9）、このことは第Iv章でロシア株の雄が各回の雌に対して
起こしたサークリングの割合やコピュレーションの割合でみられた違いからも
裏付けされた（Table　6．1）。
　また、£1祝粥4のr〃廊甑島株の性フェロモン抗体を使った場合、甑島株の反応
度と比べて泓p漉α媚3に対する反応度は低かったが、∬ro伽4の〃1おの株は甑
島株のものと差がなかった（Fig．10）。第IV章の甑島株雄の交尾行動はム
ro伽ψ1br〃おの雌に対しては甑島株雌に対する頻度と差はなかったが、温
ρ漉α磁5の株に対しても差はなかった。甑旧株雄の交尾行動と甑旧株性フェロモ
ン抗体の反応の仕方は必ずしも一致しているわけではないが、コピュレーショ
ンを£ρ1ど。α媚3に行わなかったことも考えると、交尾行動観察の結果と性ラェ
ロモン抗体の反応度の相違は泓pZεCα磁5とEプ0伽4の〃1おの性フェロモンの分
子構造が異なることを裏付けていると考えられる。
　雄は頭頂部が雌の体に接触して雌のもっている性フェロモンをを認識する
（Gilbert，1963）。雄は性フェロモンに対する受容器’ ireceptor、以下リセプター）
を繊毛部に持っており、このリセプターで雌のもつ性フェロモンつまり糖タン
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バク質を認識するのである。本研究の結果では、雄ワムシは株間で大きく異な
った交尾頻度を示している。雄が性フェロモンを認識する能力には株間で差が
あり、そのことが、株間の交尾に反映されている（Rico－Martfnez＆Snell，1995a，b）・
また、特定株の性フェロモンを雄のリセプターに結合させるとその結合の強ざ’
は株によって異なり、性フェロモンが結合している雄に雌を組み合わせると交
尾の頻度を下げ、その下げ幅は株によって異なることが分かっている（Rico－
Martfnez＆Sne11，1995a）。本研究の第V－2章ではムpZ‘cα∫1廊ロシア株の性フェ
ロモンと盈γo伽4加η7お甑漏出の性フェロモンの各面雄リセプターに対する反
応度について調べた。Rico－Martinez＆Snell（1995b）はロシア株性フェロモンを
用いて同様の研究を行い、自株（ロシア株）の雄に対して最も高い反応度を得
ている。本研究でも同様の結果を予想していたが、ロシア株性フェロモンと最
も強く反応したのはドイツ株であり（Fig．7）、コシキ株性フェロモンに対して
は浜名湖面の雄が最も強い反応を示し（Fig．8）、Rico－Martinez＆Sne11（1995b）
の報告とは異なる結果を得た。しかし、盈p砒α襯3ロシア株の反応度と比べて、
泓roご雌4ヴbη廊の語群の反応度が低いことと、ムro∫醐4のη1爵甑島株の性フェロ
モンを使ったアッセイでは甑謡扇の反応度と以ρ砒α磁3の反応度には差がない
こととは、それぞれの性フェロモン分子構造の違いを表していると言える。
　以上を総合的に判断すると、ワムシのもつ性フェロモンは、株あるいは種に
よって分子構造が異なり、雄の性フェロモンの認識能力も種や株によって異な
る。この双方の要因が合わさって、盈1フ1磁心5と双プ。伽4ヴb〃1亦の問の生殖隔
離や各株間の交尾頻度の違いが現れてくるものと考えられる。
　£卿。副傭の雄は特定の株に対し特に高い頻度で交尾を行い、且γo伽ψ伽“お
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の雌にはほとんど交尾を起こさなかったのに対しEro加エ4のr〃おの雄はどの株
に対しても、1λp砒α疏3の雌にでさえも交尾行動を起こした（第IV章）。この
ように一方向からのみ交尾が起こる現象は、ウニ類の5〃01Z8y10C81艀伽5
耀η研伽5と51加ηd5cα欄5の間でも観察されている（Hofmann＆Glabe，1994）。
Hofmann＆Glabe（1994）はこの現象について、仮説を立て、そのモデルを構築し
たが、そのモデルに基づいて私がワムシの場合に応用して作成したモデル図が
Fig．14である。これは、性フェロモンとリセプターの関係を、鍵と鍵型に例え
るなら、且ρ砒α競5リセプターの鍵型は性フェロモンの山に対して種特異性を持
つものばかりであるのに対し、泓ro伽4ヴbr加5リセプターの鍵型には以ρ1ご。α磁5
の鍵に対応する鍵型が存在し、その為に丑ro伽4のr〃おの雄は丑p1加磁5の雌
に対しても交尾を示すことが出来るというものである。このモデルに加えて、
性フェロモン並びにリセプターの分布密度についても次のような仮説を持つに
至っている。それは、第v－1章で分離した性フェロモンの量がEp1’cα磁3ロシ
ア株ではワムシ209（湿重量）から1175．9μ9、双ro伽411br〃廊甑島株では同じく
ワムシ20g（湿重量）から312．3μgであったが、前者の£！フ1ご。α‘跳ロシア株の性
フェロモンは後者の£r伽1z4加プ加5甑島株の3．77倍であり、ワムシ1個体の1生
フェロモン分布密度は盈ρ1畑雌5より∬プ0伽ψ1b〃7おのほうが低いと推測でき
る。これと同様にリセプターの分布密度も、以卿。副傭のそれに比べて低いなら、
∬ro伽ψ和r〃爵の交尾頻度は低調になっても不自然はないと考える。つまり、性
フェロモンおよびそのリセプターの分布密度が丑roご雌砺伽〃亦ではEp1ごCα疏3
より低いために、ムプ。加吻∂〃廊の交尾頻度は低調になると考えられる。
　一方、性フェロモンに関わる遺伝子座の遺伝子型がヘテロである可能性につ
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HOMOLOGOUS　CROSS
β．ρ〃oaオ〃1s　receptor
β，rof｛ノηd1酒brη71s　receptor
¢ ¢舎¢ 書¢
¢
β，ρ〃caオ〃s　MRP θ．rαθηd1た）rmls　MRP
　　　　　　　　　　　　　　　HETEROLOGOUS　CRO＄S
aρ110aが11s　receptor　　　　　．　　　　　8．’て）fσηd1旋）rmls　receptor
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θ．rofαη（ガブbrmls　MRP θ、ρ〃oaf1〃s　MRP
Fig．14　Hypothetical　model　for　intcraction　of　inate　recognition　pheromone（MRP）with
its　receptor　in　the　case　ofβ．μご。磁1∫5　andβ．ノ・o∫雌4の17πご5，　based　on　Hofmalm＆Glabe
（1994）．Repeated　elements　are　postulated　to　function　as　independellt　ligands　within　the
reccptor　which　interact　with　complementary　specific　sites　on　the　MRP．　B．1ψcα磁5
receptor　can　ollly　recognize　and　bind　to　its　own　MRP，　whileβ．γo伽吻b1‘〃～’5　receptor
can　bind　to　both　i毛s　own　MRP　as　we11　as　that　ofβ．ρ1ど。α媚3，　due　to　its　dual　sかecificity
ill　some　of　its　repeated　elements。　　　　　　　　　　　　　　　　　・
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いても考えられる。性フェロモン遺伝子座がホモであれば、表現型として現れ
るタンパク質の分子構造は単一のものとなるが、ヘテロの場合は表現型が単一
のものとはならず、そのため二二と他株の雌に対する交尾頻度が同程度のもの
になってしまう、あるいはム卿。α∫読5ドイツ株のような、自株よりも二二の雌
に対する交尾頻度が高くなるといった現象が起きるのではないかと考えられる。
今後は先に述べたような、cDNAを利用しての分子構造の解明や、ワムシ遺伝子
の染色体地図の作製、また、さらなる性フェロモン抽出によるワムシ性フェロ
モン分布密度の推測などを行うことにより、ワムシの交尾行動に関する疑問を
解明していくことが重要であろう。
性フェロモン以外の要因について
　本研究の交尾行動の観察では、Ep1磁崩5の雌に対して小型のEro伽4加r〃亦
の雄（サイズ72～82μm）が交尾しようとしたが、大型の皿p1∫cα雌5の雌・（サ
イズ226～316μm）が激しく動いて雌を物理的に寄せつけず交尾できないという
現象が数回観察できた。通常、同じ株の雄と雌が交尾を行う際にも、雌が激し
く動く。ワムシの雄の大きさは雌の半分程度の大きさである（古沢，1989）。上
記のようにムP砒α媚5の雌とムroご一直br〃おの雄との大きさには大：きな差があ
り、雌が激しく動くと交尾できない場合が多く観察される。Fu　8砲乙（1991a）の
研究では、ムP1∫cα磁5の平均の乙甲サイズは最小の株で226μm（J－AMP皿）、
最大の株で316μm（J－TKU）と大きく開きがあり、丑ro伽ψルη7廊でも最小の
株で171μm（p－ot）、最大の株で259μm（」一top）である。同種内でも、雌の激
しい運動によって物理的に交尾を完了できない可能性もある。
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　丑！耽磁傭とEγ0伽4のr〃亦の増殖特性の違いを第皿章で述べたが、これが
生殖に与える影響も大きい。自然界では季節温度変化により、動物の生殖時期
も異なる。特にムρ砒α媚5と∬ro伽4ヴb〃廊のように増殖の活発な温度や、両
性生殖が誘導される温度が異なればその傾向は顕著である。したがって、同極’
内でも増殖特性に遺伝的変異がある株の問では環境によって生殖隔離がもたら
される可能性もある。これは、第VL1章で観察された現象でも裏付けられてい
る。今後は、遺伝的に規定された、株間の性フェロモン分子構造の違いによる
生殖隔離について検討するだけではなく、各ワムシの体の大きさや増殖特性の
違いのほか、本研究で実施した温度以外の環境因子についても研究していく必
要がある。
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